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(57) Abrfg* 

Vecteur recombinant porteur d*un gene codant pour unc kinase sous la dependence d'un promoteur et apte, quand il est exprimd dans 
des cellules transformer par ledit vecteur, a phosphoryler des analogues de nucleosides tels raciclovir ou le ganciclovir conduisant a la 
mort de la cellule par blocage de la replication, caracterise* en ce que le gene codant pour unc kinase est le gene de la thymidine kinase 
du virus Herpes simplex de type I (HSV1-TK) delete dans sa partie 5 1 de tout ou partie de la sequence en amont du deuxieme codon 
d* initiation ATG correspondant a la methionine 46 de la proline complete. 
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HSV1-TK MODIFIEE FONCTIONNELLE 



La presente invention est relative a un perfectionnement apporte 
5 aux med.caments utilises en therapie genique par gene suicide, et en 
particulier pour tous les medicaments utilisant le systeme ^expression 
d'un gene de thymidine kinase dans des cellules infectees par un virus ou 
dans des cellules cancereuses, rendant lesdites cellules specifiquement 
sens.bles a des analogues de nucleosides (A.N.). notamment le 
l o ganciclovir (GCV) ou I'aciclovir (ACV). 

/ucw« dS 13 thymidine kinase du vi ™ Herpes simplex de type I 

(HSV1-TK) a acquis une importance considerable dans les 
developpements de la therapie antivirale ou anticancereuse par utilisation 
d une toxicite conditionnelle et I'HSVI-TK est I'enzyme qui a ete I'objet du 
L5 plus grand nombre ^investigations relatives aux genes suicides. 

Cette enzyme, atoxique pour les cellules eucaryotes, presente la 

^ ra ?!^ t,qUe d8 P ° UVOlr transformer ^ains analogues nucleosidiques 
tels I ACV ou le GCV en molecules monophosphates, ce dont sont 
normalement incapables les kinases cellulaires (1,2). Ces nucleosides 
o monophosphates sont ensuite convertis par des enzymes cellulaires en 
nucleosides triphosphates qui sont utilises lors de la synthese de I'AON et 
bloquent le processus d'elongation entrainant ainsi la mort de la cellule 

D'autres thymidines kinases virales ayant les memes proprietes 
peuvent egalement etre utilisees, notamment celle du virus Zona Varicelle 
5 (VZV) telles que decrite dans la demande de brevet EP 415 731 Dans 
tout ce qui suit ou il est fait reference a HSV1-TK, I'homme du metier 
saura la generaliser aux enzymes equivalentes. 

Cette toxicite conditionnelle de HSV1-TK a ete d'abord demontree 
) invjtro. puis est maintenant utilisee in vivo a plusieurs fins dont : 

- la therapie genique par destruction de cellules malades 
cancereuses ou infectees par des virus et notamment des retrovirus 

- Tablation de types cellulaires specifiques tels les cellules 
lymphocytaires, ou des cellules secretrices d'hormones de croissance ou 
des cellules dendritiques (CD.) (10) dans des lignees d'animaux 
transgeniques ayant le gene HSV1-TK sous le contr6le de promoters 
cellula.res specifiques ; ce systeme est un moyen de recherche tres 
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puissant pour connaitre le r6le physiologique de Tun ou I'autre de ces 
types cellulaires. 

En therapie antivirale c'est la transactivation, sous I'effet d'une 
infection virale, d'un promoteur regulant la synthese de HSV1-TK qui 
augmente la synthese de la thymidine kinase, dont I'effet toxique se 
manifesto en presence d'un A.N. 

On concoit done tous les avantages qui peuvent etre tires de 
('utilisation de ce type de toxines conditionnelles appiiquee a la therapie 
genique, notamment anticancereuse ou antivirale. 

En premier lieu, seule une toxicite conditionnelle permet de 
generer des clones cellulaires stables produisant les pseudo-particules 
virales capables de produire un tel transgene et transferer le gene suicide 
dans les cellules cibles. II suffit en effet de cultiver ces cellules en 
I'absence d'ACV ou de GCV puisque la thymidine kinase de I'HSVI n'est 
pas toxique pour la cellule en absence de ces drogues. 

Ensuite, en cas d'effet secondaire du traitement chez le patient, 
('arret de ('administration de I'ACV ou du GCV fait cesser immediatement 
la toxicite due au transgene ; en outre, un ajustement des doses de 
I'analogue nucleosidique permet de detruire selectivement les cellules qui 
20 expriment fortement le transgene tout en preservant au maximum les 
cellules dans lesquelles le gene est faiblement exprime. Enfin la toxicite 
restreinte aux cellules en division est un avantage important notamment 
pour le traitement des cellules cancereuses. 

Enfin, des donnees experimentales |n vitro et in vivo ont montre 
que des cellules n'exprimant pas HSV1-TK, mais au contact de celles qui 
I'expriment etaient egalement detruites par le traitement par I'ACV 
("Cooperation metabolique" ou "effet bystander) (3, 4) 

Le mecanisme de cet effet reste encore incompris, mais il est 
possible que les analogues nucleosidiques triphosphates puissent passer 
d'une cellule a I'autre par I'intermediaire des "gap junctions" ou 
communications intercellulaires. 

Dans un transfer! de genes exogenes dans des cellules 
eucaryotes, notamment des cellules humaines, les retrovirus apparaissent 
comme etant des vecteurs de choix. Cependant, un prealable 
indispensable pour leur utilisation a des fins therapeutiques est de 
s'assurer de la securite de leur utilisation : la presente invention offre un 
moyen d'augmenter la securite du systeme sans diminuer I'index 
therapeutique du traitement par un AN. par administration de retrovirus 
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recombinants contenant un gene codant pour la thymidine kinase, ledit 
gene etant modifie par deletion ou mutation dans sa partie 5' de telle 
facon que le gene exprime une activite kinase non toxique en presence de 
GCV si elle est exprimee faiblement et toxique si elle est exprimee 
5 fortement. 

L'index therapeutique est defini comme le rapport des doses letales 50% 
(DL50) du traitement par les A.N. des cellules contenant le gene suicide 
de celles qui ne le contienne pas ; dans certains cas, l'index 
therapeuthique peut etre augmente si les cellules exprimant le gene 
10 suicide a faible niveau restent insensibles a I'effet toxique des A.N. 

Dans le cas des cellules cancereuses, la securite du systeme est 
apportee par I'utilisation de cellules d'empaquetage qui produisent 
uniquement des retrovirus defectifs evitant ainsi la dissemination d'un 
15 virus sauvage reconstitue dans la population cellulaire ou le tissu traite ; 
le developpement de telles lignees cellulaires d'empaquatage a augmente 
de facon considerable I'utilisation des retrovirus en therapie genique ; 
dans ce cas, le vecteur viral proprement dit conserve les sequences 
indispensables : les LTR pour le contr6le de la reverse transcription et de 
20 I'integration, la sequence y necessaire a I'encapsidation, la sequence TB 
necessaire a la repliquation virale ; les genes viraux (gag, pol, env) sont 
deletes et remplaces par le gene de la thymidine kinase place sous la 
dependance de son propre promoteur ou un promoteur juge plus puissant, 
specifique ou regulable. Les genes viraux gag, pol, env sont souvent 
25 integres dans un autre vecteur, parfois appele Helper et defectif pour les 
sequences LTR et v. Leur expression permet I'encapsidation du 
transgene a I'exclusion des genes necessaires a la multiplication du 
genome viral et a ia formation de particules virales completes. 

La forme provirale du Helper est en general integree dans le 
30 genome d'une lignee cellulaire murine (par exemple la lignee 
fibroblastique NIH/3T3) qui joue a la fois un r6le d'hdte pour le vecteur et 
de Helper pour les fonctions qui lui font defaut. Apres transfection du 
vecteur, la souche cellulaire devient capable de produire des particules 
virales infectieuses defectives. Cependant. ces particules ne contiennent 
35 que le transgene (HSV1-TK) mais ne contiennent pas ('information 
necessaire a la reconstitution de particules virales completes dans les 
cellules cibles. Ce systeme est done con?u pour empecher normalement 
toute propagation ulterieure de virus apres ia premiere infection, e'est-a- 
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dire si le virus porteur du transgene penetre dans une cellule depourvue 
de I'information de type Helper (gag, pol, env), sa production est arretee. 

Differents systemes d'empaquetage permettant la production de 
virus recombinants defectifs susceptibles d'infecter des cellules en 
5 division ont ete decrits, notamment dans les demandes de brevet 
EP 0 243 204, WO 89/071.50, WO 90/02806, WO 90/12087, EP 0 476 
953, WO 93/04167 et WO 93/10218. 

De meme Caruso M. et al (8) et Yves Panis et col.(9), ont pu mettre 
en evidence un effet par injection directe de fibroblastes murins 
10 produisant des particules retrovirales recombinantes exprimant le gene 
HSV1-TK. 

Enfin a ete mis au point recemment un nouveau systeme qui 
permet I'expression d' un transgene dans une cellule cible ou un tissu 
humain ou animal, ce systeme etant caracterise en ce qu'il est constitue 
15 d'une cellule eucaryote etabli en lignee dans laquelle ont ete 
transferees : 

- d'une part, une sequence pseudo-retrovirale recombinante dans 
laquelle le gene env a ete delete dans sa totalite ou partiellement et 
substitue par ledit transgene au niveau du gene env, de sorte que le 
20 transgene en question soit exprime sur des transcrits similaires a ceux du 
virus sauvage, sauf que la proteine env est substitute par la proteine 
HSV1-TK, 

-d'autre part, une sequence d'acide nucleique incluant une 
sequence codant pour une proteine d'enveloppe ou membranaire, 
25 laquelle sequence est sous la dependance d'un promoteur et est associee 
le cas echeant audit transgene et flanquee a son extremite 3' par un site 
de polyadenylation, 

le genome viral recombinant et la sequence d'acide nucleique incluant la 
sequence pour la proteine env etant susceptible de se complementer en 

30 trans et permettre a la cellule note de produire des virus infectieux 
defectifs pourvus de la proteine d'enveloppe mais depourvus du gene 
correspondant. Ce systeme, qui a fait I'objet de la demande de brevet FR 
9401994 est particulierement avantageux quand le transgene a exprimer 
est un gene suicide de type HSV1-TK. Ce systeme permet la production 

35 dans un premier temps de particules virales infectieuses portant 
notamment le gene HSV1-TK mais elles-memes depourvues du gene 
enveloppe, ceci conduisant a un cycle infectieux abortif des la deuxieme 
infection. 
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Une cible therapeutique du systeme HSV1-TK/A.N. est constitue 
par les cellules infectees ou Infectables par un virus notamment le 
retrovirus VIH. Ces cellules sont, au contraire des cellules cancereuses, 
des cellules qui se divisent peu et done peu susceptibles d'etre infectees 
5 directement et avec une bonne efficacite par un vecteur retroviral ; les 
cellules concernees sont alors infectees par une construction comportant 
le gene de la thymidine kinase sous le contr6le du LTR du HIV, cette 
construction etant elle-meme incluse dans un retrovirus recombinant qui 
en assure la transduction avec I'efficacite requise. Dans ce cas, les 
cellules apres infection par un retrovirus tel le VIH produisent les signaux 
transactivateurs du LTR, entralnant repression du gene de la thymidine 
kinase et rendant les cellules sensibles aux A.N. administres alors comme 
medicaments (5) . Dans ce cas, e'est bien I'infection elle-meme par le 
v.rus qui va declencher ('expression du gene tueur et conferer a la cellule 
15 une sensibilite particuliere au ganciclovir ou I'aciclovir. 

II est capital dans Tun et I'autre cas que les genes suicides, sous le 
controle de promoteur specifique, soient regules de telle facon que 
('ensemble du traitement associant la transfection des cellules par le 
vecteur porteur du gene de la thymidine kinase et I'administration des 
2 o medicaments de type aciclovir ou ganciclovir n'affectera en aucun cas les 
cellules saines, et e'est le but de la presente invention d'ajouter un 
element de securite complementaire. 

Dans le cas par example du traitement de I'infection par le VIH le 
transgene devra etre introduit dans les cellules souches 
25 hematopoTetiques et exprime, si possible, exclusivement dans les cellules 
drfferenciees qui en seront issues, en particulier les lymphocytes T les 
monocytes et les cellules dendritiques. De plus, comme il a ete vu plus 
haut, il sera necessaire que ce gene ne soit active qu'en presence d'une 
infection par le retrovirus, de sorte que seules les cellules infectees soient 
3 o detruites par administration de GCV ou d'ACV. Cependant, il a ete montre 
qu'en I'absence defection par le VIH, le LTR du VIH a toujours une 
expression basale faible mais reelle (6). 

Cette expression basale peut etre un probleme avec certains 
genes suicides et certains analogues nucleosidiques ; par exemple, des 
35 cellules lymphoides qui expriment le gene HSV1-TK sous le controle du 
LTR de HIV expriment faiblement et de facon continue ce gene, ce qui ne 
permet pas d'utiliser le ganciclovir en tant qu'analogue de nucleoside car 
ce demier s'avere beaucoup trop toxique. Au contraire, en ce qui 
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concerne I'aciclovir, cette drogue peut etre utilisee a une concentration de 
10 microMolaires qui respecte les cellules non infectees et qui permet de 
tuer les cellules infectees (7). 

Cette expression basale de la thymidine kinase de HSV1 limite 
5 I'index therapeutique de IAN. utilise et il n'est pas possible, par utilisation 
de ce systeme, d'augmenter les concentrations d'aciclovir au-dela de 10 
microMolaire, ce qui dans certains cas pourrait etre hautement 
souhaitable. 

L'effet «bystander» ou de cooperation metabolique decrit plus haut 
o pourrait avoir comme consequence de rendre toxiques des A.N. pour des 
cellules voisines des cellules cibles, mais non visees initialement, et 
conferant des effets secondaires au traitement ; une des facons de 
diminuer cet effet « bystander » est d'inclure dans la construction un 
promoteur specifique du tissu ou des cellules cibles du traitement 
Neanmoins, une expression residuelle de la thymidine kinase peut 
subsister meme sous la dependance d*un promoteur specifique dans les 
tissus ou dans les cellules transferees par le plasmide. 

Dans ce type de situation, il est important que le gene suicide 
s'exprimant faiblement soit bien tolere au cours d'un traitement par 
I'aciclovir ou la ganciclovir, mais qui, lorsque son expression est activee 
par exemple par transactivation lors d'une infection par HIV, s'avere aussi 
toxique que le gene HSV1-TK sauvage. 

La presente invention est relative a un vecteur recombinant porteur 
d'un gene suicide sous la dependance d'un promoteur et apte quand il est 
expnme dans des cellules transformees par ledit vecteur a phosphoryler 
des analogues de nucleosides telle I'aciclovir ou le ganciclovir conduisant 
a la mort de la cellule par blocage de la replication, ledit vecteur etant 
caracterise en ce que le gene suicide est le gene de la thymidine kinase 
du v.rus Herpes Simplex de type 1 (HSV1-TK) delete en sa partie 5' de 
tout ou partie de la sequence en 5' en amont du deuxieme codon ATG 
correspondant a la methionine 46 de la proteine complete, en particulier 
lorsque que la deletion indue tout ou partie du 1er codon d'initiation 
correspondant a la methionine n° 1. 

La presente invention resulte de la decouverte selon laquelle le 
gene HSV^TK contient, entre les deux premiers codons ATG un 
promoteur cryptique et plusieurs sites d'initiation de la transcription 
conduisant dans certa.nes situations a la synthase de thymidine kinase 
fonctionnelle et tronquee dans sa partie N terminate. 
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II a ete montre en effet que des souris males transgeniques ayant 
le gene HSV1-TK comme transgene a toxicite conditionnelle pour detruire 
certaines categories cellulaires et en etudier les effets, devenaient 
steriles, rendant impossible leur reproduction ; cette sterilite etait due (15) 
5 a une hyper expression du gene du HSV1-TK dans les testicules 
accompagnee de la formation de transcrits plus courts et inities dans la 
sequence codante de HSV1-TK. Des experiences ulterieures ont montre 
que ce promoteur cryptique au gene HSV1-TK etait active de facon 
specifique dans les testicules conduisant a cette hyper production d'HSV- 
10 TK tronquee et neanmoins fonctionnelle (15). 

Dans ('utilisation de plasmides porteurs de HSV1-TK comme genes 
suicides en presence d' A.N. la toxicite conditionnelle de HSV1-TK 
depend de la quantite aussi bien des analogues de nucleosides que de 
I'enzyme synthetisee par le gene HSV1-TK. Ce qui est surprenant dans la 
15 construction de ('invention c'est que non seulement elle permet 
d'expnmer, a partir du gene HSV1-TK tronque, une activite de kinase mais 
qu'en outre cette activite permet de phosphoryler des analogues 
nucleos.diques comme I'aciclovir ou le ganciclovir, de la meme facon que 
HSV1-TK, comme cela est demontre plus loin dans I'exemple 2 et la 
20 reference 15. 

Cette propriete de phosphorylation des analogues de nucleotides 
par la HSV1-TK tronquee (HSV1-ATK) a ceci de surprenant qu'elle ne se 
manrfeste que dans le cas ou I'expression, c'est-a-dire la transcription et 
la traduction du gene est forte. Par centre, si I'expression du gene est 
25 faible, alors I'enzyme residuelle synthetisee est incapable de 
phosphoryler les analogues de nucleotides, contrairement a la proteine 
complete HSV1-TK (voir figures 2, 3 et 5)(15). 

Differentes modalites dans les traitements par therapie genique ont 
deja ete decrites plus haut comme specif.ques de ('activation du gene 
30 ainsi transfecte aussi bien dans le cas de cellules infectees par HIV ou il 
s'agit d'une transactivation du gene LTR par le virus lui-meme comme 
ceci a ete decrit dans la demande de brevet PCT WO93/08844, que dans 
le cas de cellules cancereuses, ou ('activation proviendrait de la division 
anormale de cellules qui activerait un promoteur specifique de cellules 
35 cancereuses contrdlant le gene HSV1-ATK. 

La construction de Invention et notamment la nature du promoteur 
en 5' de la sequence codante HSV1-TK sera choisi en fonction de 
l'ut.l.sation que Con souhaite faire de la toxicite conditionnelle du gene 
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HSV1-ATK en presence d'analogues de nucleosides ; par exemple, dans 
le traitement de cellules infectees ou intertables par HIV, il sera choisi de 
preference un promoteur de type LTR de HIV notamment HIV1 ou HIV2 
comportant en 3* une sequence transactivable par TAT de type TAR tel 
5 que decrit dans le brevet WO 93/08844. 

Si en revanche, Ton souhaite realiser une therapie genique de 
cellules cancereuses, on pourra avantageusement utiliser un LTR issu du 
virus de Moloney et notamment des variantes Mov3 et/ou Mov9 et/ou 
Mov13 tel que decrit par Caruso et al. 1993 (8). 
io Ce qui est inattendu dans la construction de I'invention, c'est la 

double caracteristique du gene HSV1-ATK de : 

- d'une part, exprimer une activite kinase capable de phosphoryler 
les analogues de nucleosides, tel I'ACV ou le GCV, 

- et d'autre part, de ne presenter cette activite que quand la 
15 thymidine kinase tronquee est exprimee fortement ; exprimer fortement 

signifie qu'il y ait au moins une cinquantaine de transcrits par cellule. 

Cette double propriete se retrouve quelque soit le vecteur dans 
lequel le gene est integre et quelque soit le promoteur de transcription 
place en 5' de ce gene. 

20 La construction de I'invention comportant le gene HSV1-ATK peut 

etre introduite dans toute lignee cellulaire d'empaquetage decrite dans 
I'etat de la technique et notamment celui cite ci-dessus : ces lignees 
cellulaires d'empaquetage contenant une construction de I'invention sont 
susceptibles de transferer le principe actif d'une drogue toxique en 

25 presence d'analogues de nucleosides pour les cellules en division et 
notamment les cellules cancereuses. Les lignees cellulaires 
d'empaquetage transformees par un vecteur recombinant contenant le 
gene de la thymidine kinase portant une deletion en amont du 2eme 
codon d'initiation ATG codant pour le methionine en position 46 de la 

3 o proteine entiere font partie de I'invention. 

II en est de meme des lignees cellulaires produisant un retrovirus 
dans lequel le gene eny a ete delete dans sa totalite, ou partiellement, et 
substitue par le HSV1-ATK et une sequence d'acides nucleiques incluant 
une sequence codant pour une proteine d'enveloppe, laquelle sequence 

35 est sous la dependance d'un promoteur et est associee le cas echeant 
audit transgene, et flanquee a son extremite 3' un site de polyadenylation 
ledit genome viral recombinant et ladite sequence etant susceptibles de 
se complementer en trans et permettre a ladite cellule h6te de produire 
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des virus infectieux depourvus du gene env, le tout formant un systeme 
hdte vecteur qui pourrait etre injecte en tant que tel au niveau de cellules 
tumorales. 

La sequence pseudovirale recombinante contenue dans la lignee 
5 cellulaire peut etre derivee d'un genome de Moloney MuLV ou de celui 
d'un virus HIV. 

Dans le cas de traitement de cellules qui se divisent peu mais 
susceptibles d'etre infectees par un virus, notamment des cellules 
hematopoietiques, lesdites cellules pourront etre transferees par une 
10 construction contenant une sequence HSV1-ATK, sous la dependence 
d'un promoteur specifique du virus susceptible d'infecter lesdites cellules, 
par exemple le HIV et les lymphocytes T, la construction comprenant en 
outre un gene transactivable par TAT, provoquant I'activation du 
promoteur et de la transcription du gene en presence d'un virus infectieux. 
15 La population de cellules, notamment hematopoietiques et contenant le 
type de construction de I'invention, font egalement partie de Invention. 

La caracteristique citee plus haut de la construction contenant 
HSV1-ATK de phosphoryler les analogues de nucleosides quand la 
transcription est activee et de ne pas les phosphoryler lorsque 
20 I'expression est faible, a pour consequence que dans ce dernier cas, les 
cellules exprimant ledit gene suicide sont insensibles aux A.N. et 
notamment le GCV a des doses comprises entre 0 et 10 microMolaire, 
alors qu'apres transactivation les cellules sont sensibles a des doses 
comprises entre 10" 2 et 10' 1 microMolaire de GCV. Les populations de 
25 cellules qui peuvent etre ainsi transferees et contenir les constructions 
de Pinvention, peuvent etre : 

- soit des cellules de la lignee lymphocytaire infectables notamment 
par un HIV, auquel cas le promoteur pourra etre un LTR de HIV, 

- soit des lymphocytes T, le promoteur susceptible d'etre 
3 o transactive pouvant etre un promoteur de cytokine, 

- soit encore les cellules souches de moelie osseuse. 
L'invention est egalement relative a : 

- I'utilisation pour la production des medicaments destines a la 
prevention ou au traitement de maladies induites par des virus, 
notamment des retrovirus pathogenes ayant un tropisme specifique pour 
certains types de cellules notamment hematopoietiques, d'une 
construction porteuse d'un gene suicide sous la dependance d'un 
promoteur specifique transactivable caracterise en ce que ledit gene 
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suicide est le gene de la thymidine kinase de HSV1-TK delete de tout ou 
partie de la sequence en 5' en amont du deuxieme codon d'initiation ATG 
correspondent a la methionine 46 de la proteine complete, en particulier 
lorsque que la deletion indue tout ou partie du 1er codon d'initiation 
5 correspondant a la methionine n° 1 , ledit vecteur retroviral etant introduit 
par tout moyen approprie dans lesdites cellules ; 

- I'utilisation pour la production de medicaments actifs pour induire 
une tolerance a des antigenes et prevenir ou traiter un rejet de greffe par 
therapie genique d'une construction recombinante porteuse d'un gene 

10 HSV1-ATK; 

- I'utilisation pour la production de medicaments destines au 
traitement par therapie genique du cancer d'une construction 
recombinante appropriee porteuse du meme gene HSV1-ATK ; 

- I'utilisation de ce type de construction pour generer des souris 
15 transgeniques exprimant I'activite HSV1-TK mais. du fait de la deletion 

dans la region 5' du gene, I'activation specifique observee dans les 
animaux transgeniques au niveau de leurs testicules rendant ces animaux 
steriles est supprimee du fait de la deletion de la region concernee. 

L'invention est relative a un procede de preparation d'un vecteur 

20 viral recombinant porteur d'un gene suicide sous la dependance d'un 
promoteur specifique transactivable, la toxicite du produit du gene en 
presence d'analogues de nucleosides dependant de ladite transactivation, 
caracterise en ce que le gene suicide est un gene de la thymidine kinase 
de HSV1 (HSV1-TK) delete dans sa partie 5' de tout ou partie de la 

25 sequence en amont du deuxieme codon d'initiation ATG correspondant a 
la methionine 46 de la proteine complete, en particulier lorsque que la 
deletion indue tout ou partie du 1er codon d'initiation correspondant a la 
methionine n° 1 . 

Enfin, l'invention est relative au gene meme de la thymidine kinase 
30 de HSV1-TK tronque dans sa region 5' de tout ou partie de la sequence 
en amont du deuxieme codon d'initiation ATG correspondant a la 
methionine 46 de la proteine complete, en particulier lorsque que la 
deletion indue tout ou partie du 1er codon d'initiation correspondant a la 
methionine n° 1 et susceptible de conserver une adivite de 
3 5 phosphorylation des analogues de nucleosides et presentant une toxidte 
conditionnelle en presence de GCV au-dessus de 10 microMolaire 
d'analogues, quand ledit gene est faiblement exprime et presentant une 
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toxicite conditionnelle entre 10* 2 et 10' 1 microMolaire de A.N., 
essentiellement le GCV lorsque ie gene est active. 

Les experiences ci-apres permettront d'illustrer dans differents cas 
cette surprenante capacite du gene de la thymidine kinase de HSV1 

5 tronque et permettront, a I'aide des figures, de montrer la superiorite de 
I'utilisation du gene de la HSV1-ATK en lieu et place de HSV1-TK a 
chaque fois qu'un risque de toxicite residueile peut conduire le praticien a 
rejeter I'utilisation du gene complet, lorsqu'il estime que le rapport 
risque/benefice n'est pas en faveur du traitement pour une pathologie 

o donnee. 



BREVE DESCRIPT ION DES Fini 1RFR 

La figure 1a est une representation de la construction de Invention 
comportant en 5' le LTR de HIV et comportant en aval et dans la direction 
5'=>3* la sequence TAR (inductible par TAT) de HIV et le gene de HSV1- 



TK 



La figure 1b represente la construction de Invention deietee de la 
region en amont du 2eme codon ATG. 

La figure 2 represente la toxicite de doses croissantes de 
ganciclovir sur des cellules exprimant le gene HSV1-TK ou HSV1-ATK 
sous le contrdle du LTR-HIV (LTR-TK ou LTR-ATK) en absence ou 
presence de Tat. Vindication C1 indique que le 1er clone de la lignee 
cellulaire a ete utilise. C2 se referant a un 2eme clone et « bulk » a un 
melange ou a la lignee non donee. 

La figure 3 represente les profils obtenus par FPLC des differentes 
formes phosphorylees du GCV, apres transfection cellulaire par une 
construction comprenant le HSV1-TK (figure 3a), une construction HSV1- 
ATK n'ayant pas ete transactivee et done ayant ete faiblement exprimee 
(3b), et une construction HSV1-ATK transactivite par Tat (figure 3c). 

La figure 4 represente la sensibilite au ganciclovir de cellules de 
moelle osseuse cultivees en presence de GM-CSF et prealablement 
transferees par une construction comportant HSV1-TK (carres noirs) ou 
HSV1-ATK (-ATk40 et -ATK72) sous le contrdle du LTR-HIV. 

La figure 5 represente I'effet du GCV in vivo sur des souris 
contrdles (□), des souris transgeniques exprimant faiblement TK (souris 
transgeniques dans lesquelles TK est sous le contrdle de HIV-LTR (A) 
exprimant faiblement A-TK (souris transgeniques dans lesquelles A-TK 
est sous le contrdle de HIV-LTR)(.), exprimant fortement A-TK (souris 
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transgeniques dans lesquelles A-TK est sous le controle de HIV-LTR sont 
croisees avec des souris transgeniques exprimant Tat sous le controle 
d'un promoteur ubiquitaire (•). Les graphes montrent les depletions des 
cellules dendritiques obtenues apres 7 jours de traitement au GCV 
5 exprime en mg/kg/jour. 



10 



15 



20 



MATER1ELS ET METHODFR 
a) Construction : 

Tous les clonages et sous-clonages ont ete realises en utilisant les 
techniques habituelles telles que decrites dans Maniatis et al (1989 
Molecular cloning laboratory, Coldspring Harbour Laboratory, Coldspring 
Harbour NY). 

Le gene HSV1-TK ou le gene HSV1-ATK ont ete integres dans un 
plasmide sous le controle du 5* LTR de HIV selon le protocole 
experimental decrit par Caruso et al 1992 (7) et par Salomon et al 1995 
(15). Le LTR presente deux caracteristiques remarquables : 

- d'etre un promoteur faible dans nos conditions experimentales, 

- d'etre facilement transactivable par la proteine Tat. 
Pour la construction du plasmide p LTR-ATK, une sequence ATK 

est amplifiee par PCR en utilisant comme matrice le gene TK. Le couple 
d'amorces utilise pour I'amplification PCR est le suivant : 

a) I'oligonucleotide en 5' de sequence : 

5'CC GAATTCAAGCTT ATGCCCACGCTACTGCCGG3' contient un site 
Ecg_Rl et un site HjndJJL colle a ia sequence en aval du 2eme codon ATG 
25 d'initiation de TK indique en gras ; 

b) I'oligonucleotide en 3' de sequence 

5'CCG^AJ^ACCCGTGCGTTTTATTCTGTCT3' contenant le site Bam 
Hi, colle a la sequence entourant le second site de polyadenylation de TK 
lui-meme indique en gras. Un fragment PCR de 1 ,05 Kb est ensuite digere 
avec Hindlll et Bam HI et ligue en aval de la sequence HIV LTR du 
plasmide p LTR-TK delete de sa sequence TK par une digestion par 
Hindlll et Bam HI. Le plasmide retroviral pNCTat a ete construit par 
insertion du fragment ADNc obtenu par digestion par Bam HI du fragment 
Tat du plasmide pCV-1 comme decrit par Arya et al (12) en aval d'un 
promoteur immediat precoce de cytomegalovirus du vecteur pNC Ce 
dernier possede le gene de la neomycine et le promoteur 
cytomegalovirus entre les deux LTR du virus de Moloney MLV. 
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HIV. 



Le plasmide peut egalement contenir en 3' du LTR le gene TAR de 
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Les constructions utilisees seront choisies en fonction de 
util.sat.on que Ton souhaite faire de la toxicite du gene suicide. Dans 
I Ration comme anticancereux on utilisera de preference le plasmide 
pMTK tel que decrit dans Caruso et al. 1993 (8). 

L'homme du metier saura au cas par cas choisir le systeme h6te 
vecteur qui lui convient et sont integres ici par reference tous les types de 
constructions de HSV1 -TK cites ci-dessus dans I'etat de la technique 

La deletion representee dans la figure 1 et explicitee ci-dessus est 
faite par action des enzymes de restriction Hindlll et Bam HI 

c) Evaluation de la taille ^ transit* m,- — s , e CQntrftlo „„ 
>romoteur cryptinue delete ri a nc „ - i nstruction h. v^,IZ~ 

HSV1 tk Pr !? enC ! ?" Pr ° m0teUr CfyPtiqUe dans ,a S ^ uence cod ^t de 
HSV1-TK a ete implement suggeree par une analyse en Northern Blot ■ 

dans les experiences de transfection avec un gene HSV1-TK depourvu de 

promote, puis selection selon le critere detention d'une proteine 

de 0.9 Kb. Par ailleurs Al Shawi et al (14) a detecte des transcrits dans les 
testicules de souris transgeniques portant le gene HSV1-TK 

La technique utilisee par les demandeurs du brevet est la 
technique de RPA pour "RNase Protection Assay", laquelle technique a 
pemus d analyser la presence et la longueur des transcrits courts dans les 
test.cules de souris transgeniques exprimant HSVITK, par hybridation 
avec une sonde ARN prea.ablement etablie comme indiquee ci-dessous 
puis traitement a .a RNase tel que decrit dans Salomon et a. 1994 (10) 

«* «• > S ° nde Uti ' iS6e ' 3PPe,6e S rib ° SOnde sur ,a ^ure 1, a 

ete decnte dans Salomon et al (1 0) ; 

La deuxieme sonde, appelee ribosonde P dans la figure 1 a ete 
obtenue de la facon suivante ; un fragment de restriction Bglll-Sacl de la 
thyrmd.no kinase HSV1-TK a ete integree dans ,e plasmide PGEM3Z 
commercialise par la societe Promega ; le PGEM-TK a ensuite ete 

pTm tFI ' ,en2yme PVU " PUiS '' ARN P0 ' ym6rase 17 a ** u «^ee sur ,e 
PGEM-TK, linearise pour donner finalement la ribosonde P. 
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d) Culture cellulaire et transfection 

La culture des cellules L et la transfection desdites cellules a ete 
effectuee selon les techniques decrites dans Salomon et al ( 1 0). 

e) Proliferatio n cellulaire et essais de viabilite 

La mesure de la proliferation cellulaire et de la viabilite des cellules 
apres transfection par les plasmides contenant HSV1-TK ou HSV1-ATK 
puis traitement par ('analogue de nucleosides a ete reafisee par comptage 
des cellules vivantes qui excluent le bleu trypan. 



5 



Exemple 1 : Sensibilite au ganciclovir de cellules L 
transferees par une construction contenant HSV1-ATK. 

Les constructions portant le LTR-ATK. ou le LTR-TK contrdle ont 
d'abord ete transferees dans des cellules L deficientes en thymidine 
k,nase cellulaire et selectionnees par la presence d'une thymidine kinase 
fonctionnelle par selection au HAT. 

Des clones de cellules transferees par LTR-TK poussent 
normalement dans le milieu de selection alors que les clones de cellules 
transferees par LTR-ATK apparaissent transitoirement puis meurent 
pendant la deuxieme semaine en milieu selectif. 

Les cellules L deficientes en thymidine kinase cellulaire ont ete a 
nouveau co-transfectees avec un plasmide exprimant I'hygromycine et la 
construction LTR-ATK. Les differents clones ont ete selectionnes dans un 
milieu contenant de I'hygromycine. 

Le clone C1 transfecte de facon stable par LTR-ATK a ensuite ete 
infecte par un retrovirus exprimant la proteine TAT de HIV (obtenue a 
partir du plasmide retroviral pNCTat) qui transactive le LTR de HIV en 5' 
du ATK, puis on opere une selection en HAT. 

Differents clones ont ainsi ete selectionnes puis testes pour leur 
sensibilite au ganciclovir. 

Dans la figure 2 on peut voir que la dose inhibitrice 50% (ID50) du 
GCV est 20 nM pour les cellules L parentales et 0,02 nM pour les clones 
LTR-TK C1 et C2. 

La ID50 du clone LTR-ATK (C1) est de 20 P M a savoir la meme 
sens.bilite au GCV que les cellules parentales alors que la ID50 de deux 
clones testes LTR-ATK + TAT est entre 0,03 et 0,08 nM 
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On peut done deduire de cette figure que la thymidine kinase 
tronquee a la meme efficacite que la thymidine kinase normale lorsque le 
gene est active (LTR-ATK ♦ TAT), alors qu'a un faible niveau 
dexpressron. Cest-Wire sans lransac.iva.ion par TAT. le niveau de 
5 senstolite au ganciclovir est identique a celui trouve dans les cellules 
temoins depourvues du gene TK ou ATK 

Par ailleurs, nous avons verifie cette observation sur des cellules 

LTR Z£Z eL V en . , ' abSenCe * HAT. Les Cones expriman, 

, ^ / R - ATK ,ransac,n ' es P" Tat obtenus uniquement apres selection en 
> hygromyeme sont lues a des concentrations de GCV inferieures a 0 1 uM 

gancc^r' 6 ' ' ""^ FPLC * »»°W«o n du 

pain f L ( f h ' i9ure3 i mon,re <~ Prams obtenus apres chromatographie par 
FPLC (Pharmaaa) des lysats de cellules L transferees soit par LTR-TK 
(f^re 3a,. soi. par LTR-ATK (figure 3c, ou par LTR-ATK ♦ TAT (figure 

(.'observation de la figure indique que les profils de 
shromalographie son. similaires dans les deux premiers cas (3a et 3b, 
rac, v«f deTh - P^ence d'une transaction du gene tronque' 

semhtL W?* * 13 ,hym ' dine kinase «< 
sembtable a celle de la thymidine kinase non tronquee : les percentages 

Au contraire, en .'absence de transactivation le gene LTR-ATK est 
a,blemen, exprime e. .e lysa, ce.lulaire ne contien, que du GCV a 
I'exclusion des formes phosphorylees. 

d. .ou^» emP,e 3 '' TranSfeC "° n du 9* ne "-TR- ATK dans des lignees 

les Ji-Z'fT* franS9enit ' ues »*«■" LTR-ATK on. e.e rea.isees, 
les males de tou.es ces lignees elan, fertiles et transmettan. le transgene 
a leur descendance selon une transmission mandeleienne 

Aucun transcri, court HSV1 -ATK n'a pu etre detecte par le test RPA 
decntci-dessus dans les testicules. " 

du tran-e- "T " 9n " S *""»**>*• anal ^ 9"ant a I'expression 
du transgene ont un niveau signified de transits LTR-ATK dans la 
peau. eque. est comparable au niveau de transcrits TK dans les souris 
transgeraques LTR-TK decrits precedemment (10) 
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La fonctionnalite de cette expression de la thymidine kinase 
tronquee a ete testee quant a la possible depletion en cellules 
dendritiques dans lesdites souris transgeniques. 

Des cellules de la moelle osseuse ont ete cultivees en presence de 
5 GM-CSF pendant 6 jours, ce qui permet de generer des cellules 
dendritiques proliferatives. 

Ont ete comparees dans la figure 4 les sensibilites au GCV des 
cellules dendritiques de moelle osseuse provenant de souris 
transgeniques soit porteuses de LTR-TK, soit porteuses de LTR-ATK; les 
10 resultats obtenus avec les lignees transgeniques 40 et 72 portant LTR-A 
TK y sont representes. 

La ID50 est de 40 \iM pour les souris non transgeniques, de 0,035 
nM pour les lignees transgeniques comportant le gene complet LTR-TK, 
de 2 uM pour la lignee transgenique LTR-ATK 72 et de 20 nM pour la 
15 lignee LTR-ATK 40. 

Du GCV a ete administre en outre a des souris de 12 lignees 
transgeniques differentes : la dose de 20 a 50 mg par kilo et par jour qui a 
ete utilisee pour I'ablation des cellules dans la lignee transgenique LTR- 
TK 14 n'a aucun effet sur la lignee LTR-ATK ; seules les hautes doses de 
20 GCV (70 a 120 mg par kilo et par jour) non toxiques pour les souris non 
transgeniques ont un effet modere sur 6 de ces lignees. 

Les cellules dendritiques sont partiellement depletees puisqu'elles 
represented 0,4 a 0,9% des splenocytes ; ceci est a comparer au 1,5% 
obtenu avec des souris non transgeniques. 
25 Dans les souris LTR-ATK, I'expression de A-TK est tres faible et 

explique la depletion partielle des cellules dendritiques. Afin d'augmenter 
I'expression de ATK, nous avons croise nos souris transgeniques LTR- 
ATK avec des souris transgeniques exprimant le gene Tat sous contrdle 
d'un promoteur ubiquitaire. Les souris doubles transgeniques traitees au 
30 GCV ont une depletion des cellules dendritiques dans la rate equivalente 
aux souris transgeniques LTR-TK traitees au GCV comme le montre la 
figure 5. 

L'ensemble de ces experiences montre que les cellules exprimant 
des faibles doses de HSV1-TK restent sensibles a I'effet toxique du GCV 
35 alors que les cellules exprimant le HVS1-ATK a faible dose ne sont pas 
sensibles au GCV. 

Tout I'avantage des constructions de I'invention apparait bien 
grace aux experiences ci-dessus, notamment en ce qui concerne la 
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secur, e et la d,minu«on des risques de ce type de traitement pour les 
patients, pu.sque seule une situation de transcription active du gene 
cohere au gene suicide sa toxicite conditionnetle. Dans ,e cas cCe 
fa ble express.cn (ou non transactivation du promoteur). le gene tronoue 
^senT, PhOSph0 * ler <« a "^es de nuci eotides e, dcncTs ne 
aTaCs aUCUne ' OXiCite P ° Ur Ce " U,eS ' "*» *" "*•"»• * - 

dans teLst^ 9 f niqUS 9609 SUidde <"« alors 6tre «"visagee- 

10 SfslTrf ^ a ' ,0n ^iendrai. deferrable avec 

10 I utilisation du gene complet. 
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REVENDICATIDMS 



10 



1. Vecteur recombinant porteur d'un gene codant pour une kinase 
sous la dependance d'un promoteur et apte, quand il est exprime dans 
des cellules transferees par ledit vecteur. a phosphoryler des analogues 
de nucleosides tels I'aciclovir ou le ganciclovir conduisant a la mort de la 
cellule par blocage de la replication, caracterise en ce que le gene codant 
pour une kinase est le gene de la thymidine kinase du virus Herpes 
simplex de type 1 (HSV1-TK) delete dans sa partie 5' de tout ou partie de 
la sequence en amont du deuxieme codon d'initiation ATG correspondant 
a la methionine 46 de la proteine complete. 

2. Vecteur recombinant selon la revendication 1 caracterise en ce 
que la deletion en 5' du gene de HSV1-TK indue tout ou partie du 1er 

is codon d'initiation correspondant a la methionine n° 1 . 

3. Vecteur recombinant selon la revendication 1 ou 2 caracterise 
en ce que la construction est un vecteur retroviral notamment issu du HIV 
ou du MoMuLV. 

4. Vecteur selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
2 0 que le promoteur est un LTR de HIV, notamment HIV1 ou HIV2 

5. Vecteur selon la revendication 1 a 3, caracterise en ce que le 
promoteur est un LTR issu du virus de Moloney et notamment des 
variantes MOV3, et/ou MOV9 et/ou MOV13. 

6. Lignee cellulaire d'empaquetage, caracterisee en ce qu'elle est 
25 transformee par un vecteur viral recombinant selon I'une des 

revendications 1 a 5. 

7. Lignee cellulaire transferee : 

a) par une sequence pseudovirale recombinants dans laquelle le gene 
env a ete substitue par un gene suicide ; 

30 b) par une sequence d'acides nucleiques incluant une sequence codant 
pour une proteine d'enveloppe, laquelle sequence est sous la 
dependance d'un promoteur et est associee le cas echeant audit 
transgene, et flanque a son extremite 3' un site de polyadenylation .edit 
genome viral recombinant et ladites sequence etant susceptibles de se 

>5 complementer en trans et permettre a ladite cellule hote de produire des 
virus infectieux depourvus du gene env, 

et caracterisee en ce que le gene suicide est un gene de la thymidine 
kinase de HSV1 delete dans sa partie 5' de tout ou partie de la sequence 
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en amont du deuxieme codon d'initiation ATG correspondant a la 
methionine 46 de ia proteine complete. 

8. Lignee cellulaire transferee selon la revendication 6 caracterise 
en ce que la deletion en 5' du gene de HSV1-TK indue tout ou partie du 

5 1er codon d'initiation correspondant a la methionine n° 1 

9. Lignee cellulaire selon la revendication 7, caraderisee en ce 
que la sequence pseudovirale recombinante est derivee du genome de 
Moloney MuLV ou du genome de HIV. 

10. Population de cellules, notamment hematopoietiques, 
10 contenant une sequence codant pour un gene suicide dont le produit 

d'expression, normalement faiblement exprime peut, lorsque sa 
production est accrue par transactivation du promoteur, reagir avec une 
substance pour former un produit conduisant a la destruction desdites 
cellules, et caracterisees en ce que le gene suicide est le gene de la 

15 thymidine kinase de HSV1 delete de tout ou partie de la sequence en 5' 
en amont du deuxieme codon d'initiation ATG correspondant a la 
methionine 46 de la proteine complete, ladite deletion etant telle que en 
I'absence de transactivation, les cellules exprimant faiblement ledit gene 
suicide sont insensibles aux analogues de nucleosides a des doses 

20 comprises entre 10* et 10 nM, et apres transactivation les cellules y sont 
sensibles a des doses comprise entre 10" 2 et 10"' nM sur le GCV et 1 a 
10uM pour I'ACV. 

11. Population de cellules selon la revendication 9 caracterisee en 
ce que la deletion en 5' du gene de HSV1-TK indue tout ou partie du 1er 

25 codon d'initiation correspondant a la methionine n° 1 

12. Population de cellules selon la revendication 10 ou 11 
caraderisee en ce que la HSV1-TK tronquee a la propriete a la fois de ne 
pas metaboliser le ganciclovir quand il est faiblement exprime et de 
phosphoryler efficacement le ganciclovir quand sa synthese est adivee 

3 0 notamment par I'infedion par un retrovirus. 

13. Population de cellules selon Tune des revendications 10 a 12, 
caraderisee en ce qu'il s'agit de cellules du systeme hematopoietique' 
notamment les lymphocytes T, et en ce que le promoteur susceptible 
d'etre adive est un LTR de HIV. 

35 14. Population de cellules selon I'une des revendications 10 a 12, 

caraderisee en ce qu'il s'agit de cellules du systeme hematopoTetique,' 
notamment les lymphocytes T, et ce que le promoteur susceptible d'etre 
transadive est un promoteur de cytokine (ou recepteur de cytokine). 
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15. Population de cellules selon rune des revendications 10 a 12 
caractensee en ce qu'il s'agit de cellules de moelle osseuse 

d'un oln/T*?? * Pr6para,i0n tfun vecteur «ra. recombinant porteur 
dun gene suic.de sous la dependance d'un promoteur spefcifique 
5 transactivable. ,a toxicite du produi, du gene en presence d'ana ogues de 

le 1* T <tePend8W * ' adi,e ,ran ™°"' -racterise en ce qui 
le gene su,o,de est un gene de la thymidine kinase de HSV1 (HSV1-TK) 
delete dans sa partie s de tout ou partie de ,a sequence en amont du 

.. STiT* 1 " ATG • ,a - * * 

mmJ 7 ' P I 0C ! d6 Se '° n ' a revene,ica «°" 15 caracterise en ce que la la 

d'^atL 9 6 * HSV1 ' TK ,0U ' 0U ° artie *• 1» 

d initiation correspondant a la methionine n' 1 . 

„ nri , 18 - uti,isa «°" P°«r la production de medicaments destines a la 
15 prcven.™ ou au traitemen, des maladies induites par des vfrus « 
notommen. des retrovirus pathogenes ayan, un tropisme spec^ pou 
certams types de cellules, notamment hematopoletiques d'un ve<Z 
recombmant porteur d'un gene suicide sous la dependence^, 
promoteur specifique transactivable, caracteris* en ce que M t gene 
io suicde est le gene de la thymidine kinase de HSV1 (HSV1 TkZLH 

donation ATG correspondant a la methionine 46 de la proteine 

oC T T 8Pie d ' Une e0nSt " JCtion recombinam po^Td'un 

Bene suicide sous la dependance d'un promoteur JZ-r 

jransactivable, carats* en ce que ledi, gene su^dT es, e ££Z 

» thymine kinase de HSV1 (HSV1-TK) delete dans sa partie 5' de Tom ou 

PM. de ,a sequence en amont du deuxSme codon d'lLtn atg 

correspondant a ,a methionine 46 de la proteine complete ^Z«2 

retrovral etant introduit par tout moyen approprie dans i« 

responsab.es de la reaction immunise de raj* "" U,eS 

traitemen, "oar T ^ " '* destines au 

trartement par therapie genique du cancer d'une construction 

recombmante appropriee porteur d'un gene suicide sous ,a dlpe^ance 

d un promoteur specifique transactivable, caracterise en ce que 
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suicide est le gene de la thymidine kinase de HSV1 (HSV1-TK) delete 
dans sa partie 5' de tout ou partie de la sequence en amont du deuxieme 
codon d'initiation ATG correspondant a la methionine 46 de la proteine 
complete, ledit vecteur retroviral etant introduit par tout moyen approprie 
5 dans les cellules tumorales. 

21. Utilisation selon Tune des revendications 18 a 20 caracterise 
en ce que la deletion en 5' du gene de HSV1-TK indue tout ou partie du 
1er codon d'initiation correspondant a la methionine n° 1. 

22. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 19 a 21, 
10 caracterisee en ce que le gene HSV1-TK delete est sous la dependance 

d'un promoteur specifique activable en trans directement ou indirectement 
par une substance exogene, de telle facon que en I'absence d'une telle 
activation, la population de cellules porteuses dudit gene est insensible a 
I'addition d'analogues de nucleosides et en presence d'une telle activation 
is conduisant a une production accrue du produit du gene suicide, et est 
toxique pour la population de cellules porteuses du gene. 

23. Utilisation selon Tune des revendications 18 a 22, caracterisee 
en ce que le produit du gene HSV1-TK delete est capable de 
phosphoryler les analogues de nucleotides, notamment le ganciclovir et 

2 o I'aciclovir. 

24. Gene de la thymidine kinase de HSV1 caracterise en ce qu'il 
contient une deletion de tout ou partie de la sequence en 5' en amont du 
deuxieme codon d'initiation ATG correspondant a la methionine 46 de la 
proteine complete. 

25 25. Gene selon la revendication 24 caracterise en ce que la 

deletion en 5' du gene de HSV1-TK indue tout ou partie du 1er codon 
d'initiation correspondant a la methionine n° 1 . 
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